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Poca información existe en la literatura acerca de la calidad 
química referente a subproductos de desinfección (SPD) y 
su relación con la microbiología del agua embotellada. Por 
tanto, se evaluó el contenido de trihalometanos (THM) y 
de ácidos haloacéticos (AHA) como principales SPD en 
siete marcas de agua embotellada del mercado colombiano, 
al igual que la presencia de indicadores microbiológicos, 
enterobacterias, aerobios mesófilos, hongos y levaduras. Los 
resultados mostraron valores máximos de 135 y 140 ug/1 de 
THM y AHA totales, así como incumplimiento del 28% de 
la norma propuesta por la FDA. Se encontró la presencia 
de alguno de los indicadores microbiológicos en el 69% de 
las muestras e incumplimiento de la norma colombiana de 
agua potable en el 30%. La relación entre la cantidad de 
SPD y la calidad microbiológica fue diversa, observándose 
un escenario recomendable de baja concentración de 
SPD y microorganismos en dos de las marcas evaluadas. 
Finalmente, se requiere mayor información para analizar 
el efecto de la presencia de levaduras como indicador de 
cambios organolépticos en el agua y su posible relación con 
la proliferación de otro tipo de microorganismos. 


Palabras clave: agua embotellada, subproductos de desin- 
fección, enterobacterias, hongos, levaduras, mesófilos. 


Introducción 


En los últimos años, el consumo de agua embo- 
tellada ha aumentado de forma considerable, 
no sólo en cantidad sino en variedad. Muchas 
personas confían más en ésta que en el agua 
de la llave, entre otras razones por venir en 
un recipiente cerrado; en países en vía de 
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Little information exists in the literature about the chemical 
quality of disinfection by-products (DBP) and their relationship 
with the microbiological quality of bottled water. Therefore, 
trihalomethanes (THM) and haloacetic acids (HAA) —the main 
DBP— were assessed in seven brands of bottled water available on 
the Colombian market. The presence of microbiological indicators, 
enterobacteria, mesophilic aerobes, fungi and yeast were also 
measured as microbiological indicators. Results showed maximum 
values of 135 for total THM and 140 ug/L for total HAA, and 
28% of samples did not comply with FDA regulations. At least 
one microbiological indicator was found in 69% of samples and 
30% did not comply with Colombian norms for drinking water. 
The association between DBP and microbiological quality 
varied. A recommended scenario of low DBP concentration and 
microorganisms was observed in two of the brands evaluated. 
Finally, more information is needed to analyze yeast as an indicator 
of organoleptic changes in water and its possible relationship with 
the proliferation of other types of microorganisms. 


Keywords: bottled water, disinfection byproducts, enterobacteria, 
fungi, mesophiles, yeast. 


desarrollo su consumo puede estar relacionado 
con la ausencia de agua potable en algunas 
poblaciones. Para 2004, Colombia ocupaba el 
puesto 52 entre 71 países en consumo per cápita 
de agua embotellada, con un total de 13.6 litros 
al año, siendo Italia y México las naciones con 
mayor índice, con 184 y 169 litros por persona 
al año (Gleick, 2006). A pesar de su amplio 
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consumo, existe poca información acerca de 
la presencia de subproductos de desinfección 
(SPD), como los trihalometanos (THM) y los 
ácidos haloacéticos (AHA), así como de la 
calidad microbiológica en este producto, a 
diferencia del seguimiento que se realiza al 
agua potable suministrada por las redes de 
distribución, la cual está reglamentada de 
manera distinta al agua embotellada, ya que 
esta última es considerada un alimento (OMS, 
2007). Es así como en el ámbito internacional, 
los estándares para agua embotellada pueden 
encontrarse sólo para THM en el caso de la 
Comunidad Europea, o tanto para THM como 
para AHA en Japón y los Estados Unidos. En 
la calidad microbiológica, parámetros como 
Giardia o Cryptosporidium que son controlados 
en agua potable no son exigidos (Graff et al., 
2011); además, la frecuencia de medición y los 
efectos por su incumplimiento son menores a 
los aplicados al agua de la red (Olson, 1999). 

El agua potable embotellada está definida 
por la Comisión del Codex Alimentarius 
como el agua utilizada para llenar recipientes 
herméticamente cerrados, que es inocua y 
apta para el consumo humano inmediato 
(OMS, 2001). Sin embargo, es una realidad 
que en Colombia no todas las empresas que 
comercializan esta agua cumplen con las 
normas y los requerimientos necesarios para 
ello, lo que genera una posible presencia de 
patógenos o de concentraciones elevadas de 
otras sustancias que implican riesgo para la 
salud. Para disminuir las concentraciones de 
microorganismos patógenos está permitido, 
de acuerdo con la Resolución 12186 de 1991, 
recurrir a la cloración o uso de ozono, lo que 
puede llevar a la generación de SPD (INVIMA, 
1991). De acuerdo con la Organización Mundial 
de la Salud (OMS, 2008), los subproductos más 
comunes son los THM, los AHA, los aceto- 
nitrilos halogenados y los fenoles clorados, de 
los cuales los THM y los AHA son los grupos 
predominantes en el agua clorada. 

Los THM y los AHA se forman cuando 
la materia orgánica reacciona con el cloro 


residual libre que se encuentra en el agua. De 
acuerdo con Garrido (2003), la rapidez de 
formación y la concentración final de estos 
compuestos dependen de factores como la 
temperatura, el pH, la concentración de cloro 
residual, los precursores orgánicos presentes, la 
concentración de bromo en el agua y el tiempo 
de contacto del cloro. La fórmula general de los 
TÍHM es CHX3, donde X puede ser cualquier 
halógeno, o la combinación de varios; por lo 
general se refiere sólo a los compuestos de 
cloro y bromo, principalmente cloroformo (CF), 
bromodiclorometano (BDCM), dibromoclo- 
rometano (DBCM) y bromoformo (BF), que 
conforman lo que se conoce como THM totales 
(TTHM), los cuales son reglamentados por su 
asociación con efectos de exposición crónica. 
Como resultado de su volatilidad, se presume 
que la mayoría de los ""HM son transferidos 
al aire (OMS, 2008). Por otra parte, los AHA 
son ácidos débiles, no polares, con menor 
estabilidad que los THM en la red, por lo que 
su concentración en puntos extremos del 
sistema tiende a verse reducida, aunque son 
menos volátiles. Los compuestos con mayor 
prevalencia en las redes de distribución son 
los ácidos clorados monocloroacético (MCAA), 
dicloroacético (DCAA) y tricloroacético (TCAA), 
de los cuales el TCAA se encuentra en mayores 
concentraciones al incrementarse el cloro libre 
(Duarte, 2011). Al igual que los THM, por su 
posible incidencia en la salud, cinco AHA hacen 
parte de la reglamentación de la Agencia de 
Protección Ambiental de los Estados Unidos 
(US EPA, por sus siglas en inglés): MCAA, 
DCAA, TCAA, monobromoacético (MBAA) y 
dibromoacético (DBAA). 

Los efectos de exposición continua al 
agua tratada con altas concentraciones de 
SPD, como THM, AHA, nitrosaminas, fura- 
nonas, han sido asociados con problemas 
de desarrollo embrionario, así como con la 
generación de cáncer en hígado, vejiga, riñón 
y colon, a partir de ensayos toxicológicos y 
evidencia epidemiológica (Villanueva et al., 
2004; Richardson et al., 2007; Nieuwenhuijsen 
et al., 2009). La Agencia Internacional para 
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la Investigación sobre el Cáncer (IARC, por 
sus siglas en inglés) ha clasificado diferentes 
compuestos de acuerdo con su potencial 
carcinogénico sobre los humanos. CF, BDCM y 
DCAA están clasificados en el grupo 2B como 
posiblemente carcinogénicos para el hombre, 
pues hay suficiente evidencia en animales, pero 
no en humanos. Por el contrario, BE, DBCM y 
TCAA se ubican en el grupo 3: no clasificables 
como carcinogénicos para los humanos debido 
a la evidencia limitada en experimentos con 
animales; MCAA no ha sido clasificado por la 
IARC, por lo tanto no se considera su riesgo 
carcinogénico para los humanos. Por su parte, 
la Agencia de Protección Ambiental de los 
Estados Unidos (USEPA) (2003) sugiere que 
existe una relación potencial entre los SPD 
presentes en el agua clorada y el cáncer de 
colon, recto y vejiga, la cual se ha analizado 
a partir de ensayos epidemiológicos, con 
resultados estadísticamente significativos para 
el cáncer de colon (Villanueva et al., 2004), el 
de recto (Hildesheim et al., 1998), y alguna 
evidencia entre la exposición a los SPD y el 
desarrollo del cáncer de vejiga (Koivusalo et al., 
1998). 

Debido a los posibles efectos sobre la 
salud de los consumidores, varios estudios se 
han llevado a cabo internacionalmente para 
determinar las concentraciones de SPD en 
el agua embotellada. Ikem (2010) evaluó el 
contenido de compuestos orgánicos volátiles, 
incluyendo THM, en diferentes tipos de agua 
potable, encontrando en todas las muestras 
de agua en botella (19 marcas, incluyendo 
agua saborizada), CE, BDCM, DBCM y BF por 
debajo de la concentración máxima permisible 
por la Administración de Drogas y Alimentos 
de los Estados Unidos (FDA) de 80 g/l para 
TTHM. En Egipto, Saleh et al. (2001) analizaron 
la concentración de CE BDCM y DBCM en 
cinco marcas de agua embotellada presentes 
en el mercado; en una de ellas se identificaron 
concentraciones de los tres compuestos 
analizados por debajo de los valores guía 
establecidos por la OMS, y en otra sólo se 
observaron concentraciones de CF y DBCM 


por debajo de las reportadas para la marca 
anterior. Asimismo, Leivadara et al. (2008), en 
Grecia, y Al-Mudhaf et al. (2009), en Kuwait, 
evaluaron 13 y 71 marcas de agua embotellada, 
respectivamente, evidenciando la presencia de 
THM y AHA en concentraciones por debajo 
de la máxima establecida por la FDA (80 ug Al 
para TTHM y 60 ug/] para el total de los AHA). 
La presencia de AHA en el agua en botella fue 
también observada en Beijing por Liu y Mou 
(2004), donde en cinco de diez marcas de agua 
se encontraron concentraciones entre 0.4 y 0.6 
ug/ L de DCAA, mientras que no se detectaron 
MCAA y TCAA en ninguna de las muestras. 

Por otro lado, la reducción en la concentra- 
ción del desinfectante para controlar la presen- 
cia de losSPD puede conllevar a un recrecimien- 
to de los microorganismos en el agua embote- 
llada, cuyo tiempo de almacenamiento puede 
ser relevante en su proliferación. Con base en 
la caracterización microbiológica realizada por 
Varga (2011) en agua embotellada en Hungría, 
a partir de indicadores como Clostridium, coli- 
formes totales, E. coli, Enterococcus spp. y Pseu- 
domonas aeruginosa, pudo observar resultados 
positivos en al menos uno de los indicadores 
en 5.3% y 10.2% de las aguas carbonatadas y 
no carbonatadas evaluadas, respectivamente. 
También se han podido aislar hongos de agua 
mineral embotellada del mercado argentino 
en 33% de muestras que cumplía con la regla- 
mentación de coliformes totales, E. coli, Entero- 
coccus spp. y Pseudomonas aeruginosa (Cabral y 
Fernández-Pinto, 2002). 

En Colombia se han realizado pocos 
estudios concernientes a la calidad del agua 
embotellada. En Sincelejo, Vidal et al. (2009) 
analizaron la calidad microbiológica del agua 
en bolsa que se distribuye en esa ciudad, pero 
aunque en el estudio se menciona la generación 
de TIHM en el agua de la llave, no se evalúa su 
presencia en el agua embotellada. La falta de 
información concerniente está ligada a que la 
Resolución 12186 de 1991 no establece límites 
para SPD. Por otra parte, la concentración 
máxima para TIHM en agua distribuida en 
las redes se establece como 0.2 mg/l, mientras 
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que para los AHA no existe una concentración 
límite (MAVDYT, 2007). En cuanto a la calidad 
microbiológica, la Resolución 12186 establece 
valores máximos para coliformes totales, feca- 
les y Pseudomonas aeruginosa de 2 NMP/100 ml, 
mientras que para el agua potable es 0 UFC/100 
ml para coliformes totales y 100 UFC/100 ml 
para microorganismos mesófilos (MAVDT, 
2007). La presencia de hongos no se encuentra 
regulada; sin embargo, son importantes 
desde la perspectiva de salud, pues muchos 
de estos organismos son capaces de causar 
enfermedades infecciosas e irritación en las 
mucosas, efectos especialmente perjudiciales 
en personas con inmunodeficiencias. Asimis- 
mo, aunque las levaduras no generan un 
efecto en la salud de la población expuesta, 
pueden causar alteraciones organolépticas en 
el agua y generar un ambiente propicio para 
el crecimiento de otros microorganismos, al 
cambiar el pH (Ancasi et al., 2006). 

Teniendo en cuenta la falta de información 
en este campo en el país, el objetivo del presente 
trabajo fue realizar una primera aproximación 
a la calidad química y microbiológica del agua 
embotellada, a partir del contenido de THM y 
AHA como principales SPD generados por la 
cloración, y de la presencia de microorganismos 
mesófilos, enterobacterias, hongos y levaduras 
como indicadores de calidad microbiológica. 
Además, a partir de estos resultados, observar 
la relación entre los SPD y los microorganismos 
presentes en el agua embotellada. 


Materiales y métodos 
Muestreo 


Se recolectaron muestras de siete marcas de 
agua embotellada presentes en el mercado 
colombiano, en diferentes puntos de venta 
escogidos al azar. "Tres de ellas pertenecen a 
dos grandes compañías de bebidas; dos son 
marcas propias de grandes hipermercados; una 
pertenece a una reconocida tienda nacional, y 
la última es una marca de poca participación 
en el mercado. La principal razón por la cual 


se realizó el estudio con estas muestras fue el 
alto consumo que pueden representar las seis 
primeras marcas y, en el caso de la última, para 
realizar una comparación de su calidad con 
respecto a compañías de mayor prestigio. 

En el cuadro 1 se presentan algunas carac- 
terísticas de las muestras recolectadas. Todas, 
con excepción de la primera, indican en su 
etiqueta “agua potable tratada”. El proceso 
de tratamiento previo al embotellamiento del 
agua de cada marca no fue conocido, ya que 
es información restringida por los fabricantes. 
Se utilizaron dos muestras de lotes diferentes, 
con excepción de la marca ECA1; una para 
cada grupo de SPD (i.e. THM, AHA), debido 
a que el análisis no se realizó en paralelo y la 
preservación no permitió utilizar la misma 
muestra. 


Análisis de THM 


Para la cuantificación delos THM se trasvasaron 
las muestras a un recipiente de vidrio ámbar de 
250 mil, al cual se había adicionado 25 mg de 
tiosulfato de sodio pentahidratado (SharlauO, 
España), obteniendo una concentración final de 
100 mg/l, para la eliminación del cloro residual 
hasta una concentración de 15 mg 11, con el fin 
de evitar la formación adicional de THM al 
momento de analizar las muestras (USEPA, 
1981). Los envases se llenaron completamente 
y se cubrieron con papel aluminio para evitar 
la reacción de los THM por la presencia de 
oxígeno o luz. Las muestras se mantuvieron 
tapadas y refrigeradas hasta el momento del 
análisis. De las siete muestras evaluadas, cinco 
se hicieron por duplicado. 

Se realizó una microextracción en fase sólida 
(SPME) y posterior análisis por cromatografía 
gaseosa con detector de captura de electrones, 
usando el método de referencia ASTM D 
6520-06 (2006), USEPA 551-1 (1995), en un 
cromatógrafo Hewlett Packard (GC) 5890 
Series II (Estados Unidos). Las condiciones 
operacionales del método fueron las indicadas 
en el cuadro 2. La microextracción se realizó 
como se describe: se adicionaron 3 gramos 
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Cuadro 1. Información del tipo, vencimiento y envase de las muestras de agua embotellada analizadas. 


Muestra Tipo ds Envase Contenido neto 

ECA1 T APM TA 14/08/2012 PET 500 ml 
A 14/08/2012 

ECA2 T APT PB 15/02/2012 EM 600 ml 
A 10/03/2012 

ECA3 T APT PB 12/02/2012 PET 600 ml 
A 04/03/2012 

ECA4 1 APT PB 31/01/2012 EMI 600 ml 
A 12/02/2012 

ECA5 1 APT PR 30/02/2012 PET 600 ml 
A 19/03/2012 

ECA6 T APT AC 05/12/2011 PET 600 ml 
A 15/01/2012 

ECA7 T APT AC 11/02/2012 PET 600 ml 
A 06/03/2012 


APM: agua pura de manantial; APT: agua potable tratada; TA: tienda de alimentos; PB: productor de bebidas; AC: almacén de cadena; PR: marca 


de poco reconocimiento; T: muestra usada para el análisis de THM; A: muestra usada para el análisis de AHA. 


Cuadro 2. Condiciones operacionales utilizadas de los métodos de detección de THM y AHA. 


Parámetro Condición THM Condición AHA 

Columna HP-5 HP-5 

Inyección Splitless Splitless 
Gas Carrier Nitrógeno Nitrógeno 
Gas Make up Helio Helio 


40 *C (2 min) hasta 50 *C O 3 *C/min 


40 *C (2 min) hasta 50 *C O 3 *C /min (10 


(10 min); 50 *C hasta 75 *C O 8 *C/min 
(10 min); 75 *C hasta 250 *C O 10C/ 
min (0 min) 


min); 50 *C hasta 75 "CO 5 *C/min (10 
min); 75 C hasta 250 “C Y 8 *C / min (8 min) 


Rampa de temperatura 


Temperatura del inyector 2 AE 


AY AE 


Temperatura del detector 300 *C 


250 *C 


de NaCl (grado analítico, MerckO) Estados 
Unidos) a un vial grafable (30% p/v de la 
muestra); se tomaron 10 ml de la muestra de 
agua embotellada y se adicionaron al vial. 
Posteriormente se ajustó el pH a 2 con H,SO, 
(grado analítico, CarloErbaQ, Francia) 0.5M y 
se sumergió el vial cerrado en baño de aceite 
a 50 *C durante 20 minutos. A continuación 
se expuso la fibra por 10 minutos; una vez 
concluido el tiempo, se realizó la exposición en 
el puerto de inyección del cromatógrafo. 


Análisis de AHA 


El método analítico que se utilizó para la 
medición de AHA fue SPME por medio de head- 
space, el cual consiste en una derivatización de 
los ácidos a sus respectivos ésteres para reducir 
su punto de ebullición y de esta forma poder 
ser recuperados por adsorción en una fibra afín 
de carboxen-polidimetilxilosano (CAR-PDMS) 
de 75 um para ser expuesta en un cromatógrafo 
de gases. El equipo utilizado fue un Agilent 
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Technologies 789A GC System (Estados 
Unidos) con las condiciones listadas en el 
cuadro 2. El procedimiento de cuantificación 
utilizado fue el propuesto por Pérez (2010): a 
una muestra de agua en botella de 10 ml en 
un frasco de vidrio ámbar de 30 ml agregar 
2.25 ml de H,SO, y sulfato de sodio (Na,SO,, 
JTBakerO, Estados Unidos), en una proporción 
del 40% p/v; disolver la sal y agregar 30% v /v 
del metanol grado HPLC (3 ml) (Panreac 0, 
España) para llevar a cabo la derivatización 
de los AHA; sumergir el frasco cerrado en 
baño de aceite mineral a una temperatura de 
55 *C, exponiendo inmediatamente la fibra por 
15 minutos con agitación constante a 750 rpm; 
retraer y exponer en el puerto de inyección, e 
iniciar la corrida de inmediato. Las muestras 
de agua en botella se mantuvieron selladas y 
refrigeradas hasta el momento del análisis. 

Los límites de detección y cuantificación 
fueron de 0.5 y 1 ug/l para cloroformo (CF), 
bromodiclorometano (BDCM), dibromocloro- 
metano (DBCM), bromoformo (BF) y ácido 
tricloroacético (ICAA), y de 15 y 3 ug/l 
para ácido monocloroacético MCAA y ácido 
dicloroacético DCAA. 


Cultivo de microorganismos 


Para el aislamiento de los microorganismos 
se usaron tres medios de cultivo: agar (SPC) 
Plate Count Agar (OxoidO, Inglaterra); agar 
Eosina Azul de Metileno (EMB, por sus siglas 
en inglés) (SharlauO, España), y agar Papa 
Dextrosa (PDA) (Pronadisad, España). El 
primero es un medio no selectivo que permite 
el recuento y la detección de microorganismos 
aerobios mesófilos (ICMSE, 1978); el segundo es 
un medio selectivo y diferencial utilizado para 
el aislamiento de bacilos gram-negativos, que 
permite el desarrollo de especies de la familia 
Enterobacteriaceae y es utilizado en la fase de 
confirmación de coliformes totales (Oranusi 
et al., 2003; Ngwai et al., 2010), también ha 
sido reportado para el recuento de E. coli en 
agua embotellada (Ramalho et al., 2001); el 
PDA es uno de los medios más usados para el 


crecimiento de hongos y levaduras (Hurtado, 
2011). La técnica utilizada en los tres casos fue 
el recuento en placa. Se aplicaron controles 
negativos sin inoculación para el aislamiento 
en todos los medios. 

Tanto las muestras usadas para el análisis 
de THM como las que se utilizaron para el 
análisis de los AHA fueron cultivadas en 
los tres medios. La siembra de 0.1 ml de 
las muestras se realizó en fondo y éstas se 
incubaron a una temperatura de 37 “C durante 
36 horas, para los primeros dos medios. Para el 
PDA, las muestras se sembraron en superficie 
y se incubaron a una temperatura de 25 *C 
durante seis días. El recuento se realizó a partir 
del conteo total en SPC y PDA, y diferencial 
en EMB: coliformes (fermentadores positivos 
de lactosa) como colonias moradas o negras. 
Aunque el conteo en EMB se realizó sólo para 
las colonias de coliformes, el reporte de los 
resultados se dio como enterobacterias debido 
a que no se llevó a cabo la prueba presuntiva 
(conteo por NMP) o la filtración por membrana 
(FDA, 2002). 


Resultados y discusión 


El cloroformo se encontró en todas las marcas, 
excepto en la primera, en un rango entre 
18 y 132.8 ug/l aunque la concentración 
de cloroformo en el agua embotellada no es 
regulada (cuadro 3), su cantidad en dos marcas 
excedió la norma de la FDA para T'THM. Por 
su parte, el bromodiclorometano se encontró 
por encima del límite de cuantificación (1 ug/1) 
sólo en cuatro marcas; mientras que los otros 
dos compuestos, el dibromoclorometano y el 
bromoformo, estuvieron por debajo del límite 
de detección (0.5 ug /1). En cuanto a los AHA, el 
MCAA se encontró en tres de las marcas (entre 
3 y 7.1 g/l), mientras que los otros dos ácidos 
se detectaron en cuatro de las siete marcas 
(5.6 y 73 ug/1). El TCAA presentó las mayores 
concentraciones, entre 9 y 73 ug /1l. A diferencia 
de los THM, en tres marcas no se cuantificaron 
concentraciones significativas de ningún ácido 


(figura 1). 
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Cuadro 3. Estándares internacionales para agua potable y agua embotellada. 


Parámetro | OMS | Japón | Australia | ICBWA | EUA | Colombia | Argentina | Sudáfrica CE UK 

(ug/l) (AP) (AP) (AP) (AE) (AE) (AP) (AE) (AE) (AE) | (AE) 
MCAA 20 20 150 - - - - 5 2 m 
DCAA 50 40 100 50 - - = a Z E 
TCCA 200 200 100 100 - - - - á S 
HAA5 - - - - 60 S > a = a 
BDCM 60 30 > 60 > - - > > E 
BF 100 90 . 100 = - - = = E 
DCM 100 100 - 100 - - - E y pS 

TIHM - 100 250 - 80 200 100 200 100 100 

ICBWA: International Council of Bottled Water Associations; EEUU: Estados Unidos; CE: Comunidad Europea; UK: Reino Unido; AP: norma para 


agua potable; AE: norma para agua embotellada. 
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Figura 1. Contenido de THM y AHA en agua embotellada y su relación con la norma colombiana 


de agua potable y FDA de agua embotellada. 


Por su parte, el cultivo de microorganismos 
también arrojó resultados importantes. De las 
siete marcas estudiadas, sólo dos no presenta- 
ron crecimiento de bacterias, enterobacterias 
o mesófilos (ECA6 y ECA4). En tres hubo 
crecimiento de aerobios mesófilos (ECAl, 


ECA5, ECA7), y en las marcas ECA5 y ECA7 se 
presentó crecimiento tanto de microorganismos 
aerobios mesófilos como de enterobacterias. 
Ninguna de las muestras presentó colonias 
con brillo metálico típicas de E. coli. En el caso 
de hongos y levaduras, únicamente la marca 
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ECA5 no mostró crecimiento (figuras 2 y 3); tres 
marcas exhibieron crecimiento de levaduras y 
en las otras tres hubo crecimiento de hongos. 
El análisis de los datos permitió observar 
que las marcas ECA2 y ECA4 fueron las que 
mayor contenido de SPD presentaron, con 
concentraciones de TTHM de 135.9 ug /l y 122.2 


ug /L, respectivamente, y concentraciones de 
AHA de 66.9 ug Al para la marca ECA2 y 140.4 
ug/ l para la marca ECA4. Lo anterior puede 
deberse a la recloración del agua potable para 
garantizar la concentración residual entre 0.5 y 
1 mg/l exigida por la resolución 12186 de 1991, 
y a la presencia de materia orgánica natural 
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Figura 2. Relación entre el contenido de los THM en el agua embotellada con la presencia de mesófilos, enterobacterias, 


hongos y levaduras. 
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Figura 3. Relación entre el contenido de los AHA en el agua embotellada con la presencia de mesófilos, enterobacterias, 


hongos y levaduras. 
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en el proceso. En general, los compuestos 
que predominaron fueron el cloroformo y el 
TCAA, similar a lo que sucede en las redes 
de distribución de agua potable, donde el 
cloroformo alcanza valores hasta del 95% de 
TTHM (Gang et al., 2003) y el TCAA entre 49 
y 66% del total de AHA regulados (Uyak et 
al., 2007). El cloroformo estuvo presente en 
mayores concentraciones que el TCAA en cinco 
de las siete muestras, posiblemente por su 
transformación abiótica en el agua, que ha sido 
estudiada, entre otros, por Xiang et al. (2005), 
o por el efecto del cloro de manera diferencial 
para los THM y los AHA (Rodriguez et al., 
2004). 

La figura 1 deja ver que todos los resultados 
para THM cumplen con la Resolución 2115 de 
2007, para la cual el límite máximo permitido 
es de 200 ug /l; sin embargo, dos de las marcas 
analizadas, ECA2 y ECA4, no cumplen con la 
norma estadounidense de 80 ug/l. Lo mismo 
ocurre con los AHA, pues aun cuando en la 
regulación colombiana no se establecen valores 
máximos permitidos, estas dos muestras no 
cumplen con la norma estadounidense (60 
ug/ 1), la más restrictiva de las consideradas 
internacionalmente, tal como se observa en el 
cuadro 3 de estándares aplicados en diferentes 
países para SPD en agua potable y agua 
embotellada. 

Aunque no es posible hacer una corres- 
pondencia entre las concentraciones encontra- 
das de THM y AHA, ya que fueron evaluadas 
en muestras diferentes, sí se observó que la 
relación THM/AHA de las marcas ECA2 y 
ECA7 están dentro del mismo rango (2.04 y 
2.14). Asimismo, las concentraciones de THM 
y AHA para una misma marca (ECA4 y ECA7) 
se encuentran en similar orden de magnitud, 
tendencia que estaría asociada posiblemente 
a que los factores que inciden en la formación 
de estos subproductos se mantienen dentro de 
cada uno de los procesos de producción, como 
materia orgánica y dosis de desinfectante. 
También debe tenerse en cuenta la estabilidad 
de los componentes que para el caso de los 
THM es mayor que para los AHA (Rodriguez et 


al., 2004), los cuales pueden ser biodegradados 
por microorganismos encontrados dentro de 
las redes de agua potable (Pérez, 2010). 

A pesar de que estas muestras cumplan con 
la legislación colombiana, se debe considerar 
que al ser menor que la norma internacional 
restrictiva, se puede estar exponiendo a los 
consumidores a niveles significativos de 
cloroformo, BDCM, DCAA y TCAA, principal- 
mente, los cuales son considerados como 
posibles carcinogénicos por los resultados 
encontrados en animales, mientras que para 
el TCAA no se tiene evidencia suficiente. 
Asimismo, elevadas concentraciones de cloro- 
formo, componente principal de los THM, 
pueden tener un efecto depresor en el sistema 
nervioso central, al igual que efectos tóxicos 
en los riñones y el hígado, tal como se observó 
en perros de raza Beagle expuestos a dosis 
de 15 mg por kilogramo de peso corporal 
(OMS, 2004). Además, el cloroformo se activa 
metabólicamente formando fosgeno, que 
al reaccionar con macromoléculas inicia la 
toxicidad (Fang et al., 2008). El BDCM sería 
capaz de interferir en la acción de la hormona 
gonadotropina, vital para el desarrollo 
embrionario. También, los ácidos cloroacéticos 
(MCAA, DCAA, TCAA) generarían problemas 
de desarrollo por la producción de radicales 
libres durante su metabolismo, actuando sobre 
la membrana lipídica celular (Nieuwenhuijsen 
et al., 2009). 

Las figuras 2 y 3 muestran la concentración 
de los SPD evaluados y la presencia de los 
indicadores microbiológicos en las siete marcas 
de agua embotellada, pudiéndose observar 
su relación. Se diferenciaron a partir de los 
resultados cuatro escenarios: alta concentración 
de SPD, baja presencia de microorganismos 
(MO); media concentración de SPD, 
presencia de MO, baja concentración de SPD, 


alta 


baja presencia de MO; ausencia de SPD y 
alta presencia MO. En el primer caso, el bajo 
crecimiento de bacterias y hongos en las mar- 
cas ECA4 y ECA2 es otro indicativo del uso de 
altas concentraciones de cloro en el proceso de 
desinfección; sin embargo, sería necesario un 
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estudio más profundo, que tenga en cuenta 
este aspecto, para corroborar los resultados. 
En el segundo grupo, el mayor crecimiento 
de enterobacterias y de aerobios mesófilos 
fue producido en la marca ECA7, donde se 
detectaron tanto en la muestra usada para el 
análisis de AHA como en la de THM, para las 
cuales se reportaron concentraciones medias 
de estos SPD (33.1 y 15.9 ug/1). Esto indicaría 
que posiblemente no existió recloración del 
agua tratada y que la materia orgánica natural, 
así como los SPD provenientes de la red, 
podrían haber servido de fuente de carbono 
de estos microorganismos. En esta marca 
también se observó un alto crecimiento de 
levaduras, asociado con condiciones propicias 
de proliferación en agua con bajo contenido 
de desinfectante y presencia de materia 
orgánica asimilable. En el tercer escenario, 
para las muestras de las marcas ECA3 y 
ECA6, se determinó un crecimiento bajo de 
microorganismos, 1 UFC /ml y nulo, además de 
las dos menores concentraciones de THM y de 
AHA (1.8 y 13 ug/l para ECA3 y 13 g/l y no 
detectable para ECA6). Lo anterior sugiere que 
el proceso de desinfección usa dosis adecuadas, 
o que se lleva a cabo por vías diferentes a la 
cloración clásica, que existe un bajo contenido 
en materia orgánica natural en el agua potable, 
y/o que es utilizado un sistema de remoción 
de materia orgánica previo a la desinfección, 
como el carbón activado, que a su vez reduce 
la concentración de los SPD provenientes de 
la red. Para el cuarto grupo, en el cual está la 
muestra de agua mineral, la ausencia de estos 
SPD mostraría que la desinfección con cloro no 
es utilizada o se realiza a dosis muy bajas, por 
lo que la inexistente acción residual beneficia- 
ría la presencia de microorganismos, como 
levaduras y mesófilos. El objetivo del control 
de los procesos de tratamiento y envasado 
debería garantizar calidades similares a las 
encontradas para el escenario tres, con bajo 
contenido de SPD y microorganismos. 
Además, las figuras 2 y 3 permitieron 
identificar relaciones entre el crecimiento de 
los diferentes microorganismos. En primer 
lugar es importante tener en cuenta que 


entre los organismos mesófilos se encuentran 
las enterobacterias, lo que coincide con lo 
observado en las figuras 2 y 3. Para la muestra 
ECAS5, la gran parte de los organismos mesófilos 
fueron enterobacterias, y para la muestra ECA7 
hubo crecimiento de estos microorganismos, 
pero en menor proporción, resultado similar 
al mostrado en la figura 3, donde la muestra 
ECA7 presentó mesófilos correspondientes en 
su mayoría a enterobacterias. 

Al igual que en otros estudios realizados a 
agua embotellada, no se observó una relación 
entre la presencia de levaduras con otros 
indicadores de contaminación (Yamaguchi 
et al., 2007). Por otra parte, las levaduras 
pueden ser indicio de algún cambio en las 
características del medio, lo que podría llevar 
a la aparición de otros microorganismos y 
finalmente a la desaparición de las levaduras 
debido a su menor competitividad. A partir de 
esto, una segunda relación se pudo considerar 
cuando se observó el comportamiento de las 
levaduras en la figura 2. En las muestras de 
agua embotellada analizadas se identificaron 
diferencias en la presencia de levaduras 
que podrían estar asociadas, además de la 
concentración de desinfectante, con la fase de la 
proliferación de microorganismos en la que se 
realizó el recuento. Es así como la primera fase 
se habría observado en la muestra ECA2, para 
la cual hubo una gran cantidad de levaduras 
y nulo de mesófilos, indicando un posible 
cambio en las características del agua, pero 
no el requerido para el crecimiento de estos 
microorganismos. La muestra ECA1 indicaría 
el siguiente estado, en el cual las levaduras 
fueron menores y apareció el crecimiento de 
mesófilos. Un estado más avanzado se habría 
identificado en la muestra ECA7, que presentó 
un crecimiento de levaduras, aunque en menor 
magnitud, y un mayor recuento de mesófilos, 
junto con la aparición de enterobacterias. 
Finalmente, en la muestra ECA5 no se 
evidenció crecimiento de levaduras, pero sí 
de mesófilos, en específico de enterobacterias, 
siendo el de mayor concentración entre todas 
las muestras, lo que podría ser una evidencia de 
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la ausencia de levaduras por competitividad. 
En la figura 3 también se pudo distinguir 
esta tendencia en las muestras ECA1 y ECA7. 
Además, en otros estudios se ha observado 
una incidencia del tiempo de almacenamiento 
con la liberación de ftalatos, aditivos del PET, 
que servirían de sustrato para las esporas de 
hongos, como Penicillium citrinum y Alternaria 
alternata (Criado et al., 2005); es así como el 
tiempo entre el embotellamiento y el consumo 
puede modificar la diversidad bacteriana. Un 
indicador de los primeros estadios podría ser 
útil para determinar si existen condiciones 
que llevarían a la proliferación en el tiempo 
de almacenamiento de otros microorganismos 
regulados, como los coliformes, que hacen 
parte de las enterobacterias; se requiere una 
mayor cantidad de información de la relación 
de los indicadores microbiológicos. 

Al comparar los resultados obtenidos 
con la norma colombiana para agua potable 
de 100 UFC/100 ml para microorganismos 
mesofílicos, se determinó que las marcas 
ECA2, ECA3, ECA4 y ECA6 cumplieron en 
su totalidad con los límites máximos. Por 
su parte, la marca ECA1 sobrepasa el valor 
máximo para aerobios mesófilos en una de las 
muestras. La marca ECA5 estuvo dentro de 
la reglamentación en la muestra usada para 
AHA, pero presentó crecimiento por encima 
del valor máximo para aerobios mesófilos en la 
muestra usada para THM; la marca ECA7 no 
cumplió con los valores máximos permitidos 
para ninguna muestra. Las marcas ECA5 y 
ECA7 podrían estar incumpliendo también el 
límite de coliformes totales de 0 UFC/100 ml 
de acuerdo con el recuento de enterobacterias 
en el medio EMB. Por otra parte, las marcas 
ECA1, ECA2, ECA5 y ECA7 no presentaron 
crecimiento de hongos, mientras que el 
recuento para las muestras ECA3, ECA4 y 
ECA6 fue de 1 UFC/ml. 

Los datos observados sugerirían que la 
calidad microbiológica puede variar entre 
muestras provenientes del mismo proceso 
(marcas ECA2, ECA3, ECA5), pero de lotes 
diferentes; por ello es importante aplicar la 
resolución 12186, que indica que se deben 


analizar cinco muestras por lote (tres para 
calidad microbiológica, dos fisicoquímica y una 
contra muestra). El cumplimiento de la norma 
para mesófilos en las muestras ECA3, ECA4 y 
ECA6 no indicaría seguridad microbiológica, 
ya que la presencia de algunos hongos no 
regulados como A. alternata y P. citrinum, 
que han sido aislados de agua embotellada, 
pueden generar micotoxinas (Criado et al., 
2005). 
entre la calidad microbiológica de las marcas 


Existieron diferencias importantes 
reconocidas y aquella que de manera reciente 
ingresa al mercado, ya que esta última fue 
positiva para tres de los cuatro indicadores, 
por lo que el control en la entrada de nuevos 
productos debería ser más restrictivo. 

Debido a que este estudio tuvo resultados 
importantes, concernientes a la calidad del 
agua embotellada y, por lo tanto, a su posible 
efecto sobre la salud humana, es fundamental 
continuar con esta investigación, realizando 
estudios más profundos y detallados que in- 
cluyan un mayor número de muestras, análisis 
del contenido de cloro y análisis microbioló- 
gicos más específicos. Otro factor fundamental 
a tener en cuenta es la legislación; es necesario 
evaluar el cumplimiento de la norma en la 
mayoría de industrias comercializadoras de 
agua embotellada, para así poder justificar y 
aplicar una norma más restrictiva en cuanto a 
SPD, pues, como se puede observar, Colombia 
tiene una de las normas más laxas en este tema. 


Conclusiones 


Los resultados obtenidos permitieron dar 
cuenta de las altas concentraciones de THM 
y de AHA en dos de las más importantes 
marcas de agua embotellada, lo que constituye 
un riesgo potencial para la salud de los 
consumidores, aunado a una norma que no 
restringe la presencia de SPD en Colombia. 
Este estudio determinó que estas mismas 
aguas presentan un bajo crecimiento de 
microorganismos, que podría estar relacionado 
con el uso de altas concentraciones de cloro 
como mecanismo de desinfección. Todas las 
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demás muestras presentaron concentraciones 
por debajo del límite exigido por la norma 
estadounidense para TTHM y AHA. En cuanto 
a calidad microbiológica, dos de las marcas 
con concentración media de SPD presentaron 
crecimiento de enterobacterias, además de un 
alto recuento de aerobios mesófilos, lo que 
podría sugerir el uso de bajas concentraciones 
de cloro, con las cuales no es posible realizar la 
desinfección de forma adecuada. En las otras 
marcas se encontraron tanto concentraciones 
bajas de SPD como débil crecimiento de 
microorganismos, lo que puede deberse al uso 
de mecanismos alternativos de desinfección 
y/o remoción de materia orgánica natural. De 
acuerdo con la normatividad de agua potable, 
tres marcas incumplieron con el estándar 
de mesófilos. Por último, se evidenció que la 
presencia de levaduras puede actuar como 
un indicador de la posible generación de 
microorganismos mesófilos, enterobacterias y 
probablemente coliformes totales. 
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